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i 

j (57) Abstract 

! New cytostatic contraceptive and anti-inflammatory compositions contain an active compound, obtainable for example 

I from an extract, with a low content of tannin, prepared from Uncaria tomentosa (Willd.) at the stage of fresh liber of yellow 
i brown colour. The active compound produces an inhibition of the utilization of 3H-thymidine by the sarcome-ascites cells of the 
! mouse according to Weitzel et al; this inhibition being at least of the same degree of magnitude than that of the active compound 
! methotrexatR, used as a standard substance in this test. 

! (57) Zusammenfassnng 

Neue zytostatische,kontrazeptive und entziindungshemmende Mittelentnalteneinen Wirkstofl, der beispielsweise aus 
einem zumindest weixgehend gerbstoff&eien Extrakt der Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. mit gelbbrauner Farbung des fri- 
schen Bastes gewinnbar ist Der Wirkstoff bewirkt im 3H-Thymidin-Einbautest in Ascites-Sarkomzellen der Maus nach Weitzel 
et al eine Einbauhemmung, die zumindest so groB ist wie die der Standardtestsubstanz MethotrexatR. 
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Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Beeinf lussung 
lebender Zellen, Verfahren zu dessen Herstellung sowie des- 
sen Anwendungen. 

Dnter der Beeinf lussung lebender Zellen wird hier.ins- 
besondere die Behinderung von lebenden Zellen verstanden, 
die einen Organismus gefahrden konnen. Hiezu zahlen vor al- 
lem Tumorzellen, die ihrem im organismus zugeteilten Aufga- 
ben nicht mehr gerecht werden kcnnen* Zur Beeinf lussung 
derartiger Tumorzellen werden unter anderem auch Zytosta- 
tika verwendet , die neben der gewunschten Wirkung auf die 
Tumorzellen auch unerwiinschte Beeinf lussungen auf gesunde 
Zellen ausuben, sodafi trotz einer Vielzahl von bekannten, 
aus natur lichen Vorkommen oder synthetisch hergestellten 
Stof f en eine der vorrangigen Auf gabei der phaimaz eutis chen 
Industrie darin liegt, weitere Mittel zu entwickeln. 

Eine bei der Voruntersuchung eventuell fur die posi- 
tive Beeinf lussung lebender Zellen geeigneter Wirkstof fe 
allgemein ubliche Testmethode priif t in vitro den Einbau von 
3 H-Thymidin (Thymindesoxyriboxid) in Ascites-Sarkcsmzellen 
von Ratten und Mausen, wie sie von Weitzel et al beschrie- 
ben wird (Hoppe und Seyler's Zeitschrift der physiologi- 
schen Chemie 348, 433,. 1 9 67) . . Thyraidin ist ein Zellkernbe- 
standteil und z- B* in den Ascites-Sarkomzellen in veit 
groBerem AusmaB enthalten als in Normalzellen. Werden 
transf ormierte Zellen mit Thymidin inkubiert, so wird die- 
ses in die Zellen eihgebaut, und die Wirksamkeit des zu 
untersuchenden Mitt els an Hand der Heminung des Thymidin- 
einbaus gepriift. Da die Einbaurate auch zellabhangig ist, 
wurden Standardpraparate ges chaff en, die zum Vergleich her- 
angezogen werden konnen, beispielsweise ein Praparat aus 
4-J^ino- 1 °N-methyl-pteroylglutaininsaure, das unter dem Han— 
delsnainen Methotrexat ^) (Lederle Laboratories Division, 
American Cyanamid Co,, New York) erhaltlich ist, und eine 
zufriedenstellende Hemming des Thymidineinbaus bewirkt, 

Wie bereits erwahnt, stellt die Untersuchung der Thy- 
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midineinbaurate nur einen der ersten Schritte bei der Beur- 
teilung fur die Application eines Wirkstoffes dar , dem ei- 
ne Reihe weiterer Untersuchungen folgen miissen, Es hat 
sich leider gezeigt, dafl eine Vielzahl von Wirkstoffen, 
5 die im Thyraidineinbautest eine groSe Inhibierungsrate be- 
wirken ; aus anderen Griinden (ToxizitSt, Schadigung des 
Immunsystems des Organismus, etc.) nicht zur gewilnschten 
Beeinflussung der Zellen herangezogen werden konnen. Dies 
gilt beispielsweise/ wie bekannt, fur verschiedene Gerb- 
lO stoffe, die im Thymidine inbautest zuf riedenstellend ab- 
schneiden. 

Die Erfindung schlagt nun ein weiteres Mittel vor, 
das dadurch gekennzeichnet 1st, daB es einen Wirkstoff 
entha.lt, der beispielsweise aus ein em zumindest weitgehend 

15 gerbstof f freien Extrakt der Uncaria toinentosa (WIIJ^D.) DC. 
aus der Ordnung der Gentianales , mit gelbbrauner. Farbung 
des frischen Bastes, die im politischen Bezirk Chanchama- 
yo# Peru, vorkommt, erhaltlich ist, und der im ^-Thymi- 
dine inbautes t in Ascites-Sarkomzellen der Maus nach Weitzel 

20 et al eine Einbauhemmung des 3 H-Thymidins bewirkt, die zu- 
mindest halb so groB ist wie die Einbauheramung durch Me- 
thotrexat ®, 

Die beispielsweise zur HersteLlung des Wirkstoffes ge— 
eignete Uncaria tomentosa (WXLLD . ) DC, gehort in die Fa- 
25 mi lie der Rubiaceen und diese in die Ordnung der Gentiana- 
les, Bekannte Inhaltsstoffe sind iridoidartige Verbindun- 
gen, Indol-Alkaloide , Bitters tof f e, herzwirksame Glykoside 
(Steroide) , Kaffeesaure. Eine kurze systematische Obersicht 
mag die Verwandtschaf tsverhaltnisse veranschaulichen: 

30 Ordnung Gentianales: 

a) Lbganiaceae mit Strychnos (Indolalkaloide) 

b) Buddie jaceae 

c) Rubiaceae 

d) (Naucleaceae) 
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Familie Rubiaceae 

Uber die Systematik der' Familie gibt es noch sehr divergie- 
rende Ansichten. Die Gattung Uncaria ist nach VERDCOURT B. 
1958 der Unterfamilie Rubioideae zuzurechnen. 

5 Gattung Uncaria 

Die Gattung umfaBt ca. 60 Arten, die im tropischen Amerika, 
Afrika und Asien vorkommen- Verbrei tungs schwerpunkt ist der 
sudostasiatische Raum und Indonesien bis Neu Guinea - Au- 
str alien. 

TO Art Uncaria tomentosa (WILLD-) DC. 

Diese Art kdmmt in raehreren Unterarten hauptsachlich in Zen- 
tralamerika und westlichem Sudamerika von Guatemala bis Pe- 
ru vor, die sich in der Farbung des frischen Bastes vonein- 
ander unterscheiden. Bisher warden Unterarten mit gelbbrau- 

15 ner und mit dunkelroter Bastfarbung naher untersucht, die 
am Ostabhang der Anden im politischen Bezirt Chanchamayo / 
Peru, im Nebelwald der leicht gebirgigen Landschaft der 
Flusse Rio Chanchamayo und Rio Perene in einer Seehohe von 
500 - 1200 m wachst. Eine Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. mit 

20 gelbbrauner Farbung des frischen Bastes ist im Herbarium des 
Institutes fur Botanik der Universitat Graz, Osterreich (G. 
Z.U-) enthalten. Die Untersucl\ung einer weiteren Unterart 
mit heller Bastfarbung ist noch im Gange. 

Bei erfindungsgemMBen Mitteln konnten verschiedene Wir- 

25 kungen festgestellt werden, die nicht ohne wei teres in einen 
erklarbaren Zusammenhang gebracht werden konnen: 

1 . Beeinf lussung von Tumorzellen 

2. kontrazeptive Wirkung 

3 . Entzundungshemmung 

30 Ein Zusammenhang dieser unterschiedlichen Wirkungswei- 

sen konnte dann gesehen werden, wenn Tumorzellen, Keimzel- 
len und entzundete Zellen als undif f erenzierte Zellen be- 
trachtet werden, also als Zellen, die eine def inierte , zu- 
geordnete Aufgabe im Organismus noch nicht besitzen (Keim- 

25 zellen) , nicht r.shr basitzen (Tuir.or- 
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zelien) oder voriibergehend nicht besitzen (entziindete Zel- 
ien) . Die Gemeinsamkeit der Wirkungsweisen liegt demzufolge 
moglicherweise darin, daB die genannten tmdif f erenzierten 
Zelien in ihrem Wachstum bzw* ihrer Teilung zumindest be- 
5 hindert werden. 

Es 1st zu venauten, daB die erfindungsgemaBen Mittel 
. in der Lage sind, geschwachte Wasserstof f bindungen in der 
Desoxyribonucleinsaure zwischen Purinen und Pyrimidinen zu 
festigen, und so iiber das rediculo-endotheliale System die 
TO mitose Teilung der Zelien zu inhibieren, bzw. die Produc- 
tion von Enzymen zu korrigieren, sowie die Reif eteilung von 
Keimzellen zu behindern. 

Folgende Untersuchungen iiber die Wirksamkeit der erfin- 
dungsgemaBen Mittel wurden durchgefiihrt : 

15 I. Die Toxizitat 

Oral liegt die mittlere lethale Toxizitat fur Mause 
bei einem Wert groBer als 16 g/kg Korpergewicht- Intrapere- 
toneal sind 300 mg/kg noch unbedenklich , 1000 mg/kg fiihren 
nach 17-24 Stunden, 3000 mg/kg nach 4-16 Stunden zum 
20 Tod- Intravenos liegt die Toxizitatsgrenze bei 400 mg/kg 
Korpergewicht • 

XI- Die antiinf lainmatorische Wirkung- 

1 . Die Wirkung wurde bei Mausen an einem Carragenin-Pf oten- 
odem ausgetestet, Als Vergleichssubstanz wurde Indometazin 
25 verwendet* Die Gabe der Testsubstanzen erfolgte eine Stun- 
de vorder Gabe von Carragenin, 

Erfindungsgem, Entziindungshemmung Indometazin Entzun- 

Praparat - dungs - 

hemmung 

30 i*p, lO mg/kg 47 % 
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. Erf indungsgem. . Entziindungshemmung Indometazin Entziindui^s- 
Praparat * hemmung 

i.p. 100 mg/kg 49 % i.p. 9mg/kg 43 % 

p.o. 1 mg/kg O % 
5 2 mg/kg 16 % 

3 mg/kg 33 % 
10 mg/kg 38 % 
TOO mg/kg 42 % 

In der Dosierung von 2CO mg taglich wurde iiber drei Wo- 
10 chen ein erf indungsgemaBes Mittel in wasseriger Losung oral 
an 2wei Patienten mit Gastritis verabreicht* Schon nach 
drei Tagen waren alle subjektiven Beschwerden beseitigt, 
die objektiven Befunde normalisierten sich im Behandlungs- 
raum. Die gleiche Therapie fuhrte bei einem Patienten mit 
IS Ulcus duodeni zum gleichen Ergebnis . 

Im rheumatoiden Formenkreis sind swei Falle fiber kurze 
Zeit mit guten Erfolgen behandelt worden, doch konnte diese 
Arbeit nicht weiter verfolgt werden. 

III. " Orientierende Untersuchurig liber kontrazeptive Wirkung 

20 Je fiinf weibliche Mause bekamen p- o. taglich 25 mg/kg 

und 6,25 mg/kg erf indungsgemaBes Praparat in wasseriger Lo- 
sung* In einen Teil der Kafige wurde am 2. Tag eine mann- 
liche Maus eingesetzt, in den anderen Teil am 9. Tag. In 
den Kafigen mit der Dosierung 25 mg/kg und 6/25 mg/kg gab 

25 es keine Jungen. 

IV, Bee'inf lussung trans'f ormierter Zellen 

1 . Menschliche diploide Fibroblasten - Hela-Zellen 

Menschliche diploide Fibroblasten von Hautbiopsien und 
etablierte Hela-Zellen warden unter Standard-Kulturbedin^^j^g^-^ 
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gungen (MEM, 10 % fetal calf serum) gezogen. Zusatz von 
0,4 g/ml erf indungsgemaBem Praparat zum Wuchsraedium hatte 
keine bzw. kaum morphologische Veranderungen an Fibrobla- 
sten zur Folge- Hela-Zellen rundeten sich nach dem Umsetzen 
5 ab, wurden blasig, 16s ten sich von der Platte ab- Dieser 
Vergleich menschlicher untransf ormierter Fibroblasten tind 
Hela-Zellen wurde verschiedene Male mit wechselnden Kcnzsn- 
trationen von erfindungsgemaflem Praparat durchgef iihrt- Qua- 
il tativ war das Ergebnis immer wie oben beschrieben. Diese 
TO Experimente wurden auch fotografisch dokmentiert. 

2* 3T3 - SV 3T3 

Ira ersten Experiment waren zwei menschliche Zellen ver- 
'glichen worden, von denen eine Linie Fibroblasten waren, 
die andere Linie (Hela) aber aus einem Cervix-Carcinom 

15 stammte. Dm moglichst nichttransf ormierte und transf onnierte 
Zellen gleichen Ursprungs zu vergleichen, wurden 3T3-Zellen 
und mit SV 40 transf orraierte 3T3-Zellen gezogen und parallel 
mit erf indungsgemaBem Praparat behandelt. Das Ergebnis war 
ahnlich wie in ersten Experiment-Typ - 3T3— Zellen werden we- 

20 sentlich weniger geschadigt als SV 3T3-Zellen. Es ist je- 
doch bemerkenswert, daB 3T3-2ellen von erf indungsgemaBem 
Praparat starker beeinf luBt werden als primare Fibroblasten- 
kulturen. Die Ursache konnte darin liegen, daB 3T3 eine 
permanente Zellinie ist* 

25 In alien Versuchsreihen, die zwischen Janner. 1978 und 

Oktober 1978 durchgefiihrt wurden, zeigte sich deutlich, 
daB transformierte Zellen von erf indungsgemaBen Praparat 
mehr geschadigt wurden als nichttransf onnierte Zellen. 

Im Zuge dieser oben beschriebenen Testreihen hat sich 
30 gezeigt, daB auch transformierte Zellen unter dem EinfluB 
von erf indungsgemaBem Praparat nicht ganz absterben, son- 
dern ihre Mitoserate von etwa 70/1000 auf etwa 12/1000 sinkt. 
So behandelte transformierte Zellen wurden anschlieBend au 
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einen harten Nahrboden gesetzt/ wo s±e - wie nichttransfor- 
inierte Zellen - abstarben, wahrend unbehandelte trans for- 
mierte Zellen auf einem harten Nahrboden allgemein nicht 
absterben- 

5 3. 3 H-Thymidineinbautest in Ascites-Sarkom2ellen von Ratten 
nach Weitzel et al 

Es wurden folgende Thymidine inbau tests durchgefiihrt , 

wofiir 

a) ein alkoholischer Gesamtextrakt aus Wurzeln einer er- 
10 sten Pflanze der Unterart Uncaria tomentosa mit gelbbrauner 

Farbung des frischen Bastes, 

b) ein Extrakt aus Wurzeln der ersten Pflanze der Unterart 
Uncaria tomentosa rait gelbbrauner FSrbung des frischen Ba- 
stes, dem durch eine basische Bleiacetatf allung die Haupt- 

1 5 menge an polymer en Catechingerbstof f en entzogen worden wa- 
ren, 

c) ein zweiter alkoholischer Gesamtextrakt aus Wurzeln 
einer zweiten Pflanze der Unterart Uncaria tomentosa mit 
gelbbrauner Farbung des frischen Bastes, 

20 d) ein Athyiacetat-Macerat aus Wurzeln einer zweiten 

Pflanze der Unterart Uncaria tomentosa mit gelbbrauner Far- 
bung des frischen Bastes, 

e) ein alkoholischer Gesamtextrakt aus Wurzeln einer 
Pflanze der Unterart Uncaria tomentosa mit dunkelroter Far- 

25 bung des frischen Bastes, und 

f) ein Athylacetat-Macerat aus Wurzeln einer. Pflanze der 
Unterart Uncaria tomentosa mit dunkelroter Farbung des fri- 
schen Bastes 
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verwendet wurden, Vergleichs tests warden mit dem erwahnten 
* Methotrexat R durchgef uhrt, 

Herstellung von Zellsuspensionen : 

Die Transplantation von Walker~256-Carcinosarkom er- 
5 folgt in Abstanden von 3-4 Tagen auf mannliche Oder weib- 
liche ca- 200 g schwere Wistarratten durch Implantation von 
0,2 ml Nativascites. Einer Ratte mit starker Ascitesbildung 
(Implantation 4 Tage zuvor) wurde, nachdem sie mit Chloro- 
form betaubt worden war, der Ascites aus der nicht geoff- 

1Q neten Peri tone alhohle abpunktiert. Die Asciteszellsuspen- . 
sion wurde bei 4° C 1Q Min. u. 1000 upm zentrif ugiert und 
der Niederschlag abdekantiert. Der Zellniederschlag wurde 
in Medium L-l 5 Persteller Fa. Boehringer, Mannheim) resus- 
pendiert/ unter den gleichen Bedingungen erneut zentrif u— 

15 giert, der Uberstand abdekantiert und mit Medium L-15 so— 
weit verdiinnt, daB die Zellsuspension 1,5 x 10 S Zellen/ml 
enthielt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer 
Neubauer 1 s chen Z ahlkanrmer • 



In vitro— Bestimmung der Hemmung der DNS -Syn these : Die 
Inkubation der Zellsuspension mit ^H-Thymidin erfolgte 
nach Weitzel und Mitarb. Ein Inkubationsansatz enthielt:-. 



1 ml Zellsuspension des Walker— 25 6-Carcionosarkom- 
Ascites (1,5 x 10 Zellen) , 1 mg Substanz in 0,5 ml phys< 
NaCl-Lsg. mit Ultraschall suspendiert und 0,1 ml 3 H-Thy- 
25 midin (spez. Akt. 50,8 Ci/m Mol) entsprechend 1 /*C1. 



Die Kontrolle enthielt 1 ,0 ml Zellsuspension, 0,5 ml. 
Medium L-15 und 0,1 ml (I^Ci) radioaktiven Prakursor. 

Pro Ansats warden vier bis sieben Proben inkubiert. 
Die Zellsuspension wurde" zwei Stdn. bei 37°C im Schuttel- 
30 bad mit den in physiologischer Xochsalzlosung unter ul- 
trabeschallung suspendierten Substanzen vorinkubiert. An- 
schliefiend erfolgte die einstiindige Inkubation mit dem 
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Prakursor • 

Nach dieser Zeit wurde der Einbau gestoppt, indem der 
Ansatz mit 1,0 ml. eiskalter NHC10 4 versetzt wurde* Dadurch 
erfolgte die Lyse der Zellen und Fallung der saureunlos- 
5 lichen Fraktion* Man liefi den Ansatz iiber Nacht stehen. Die 
Niederschlage, die die eingebauten Prakursoren enthielten, 
wurden anschlieBend durch Glasf aserf liter (0 = 25 mm) abge- 
saugt, 2 mal mit eiskalter 1 NHClO^-Losung und einmal mit 
Xthanol gewaschen. Die Filter mit dem Niederschlag wurden 

10 in Polyathylenf laschchen gebracht und die Aktivitaten im 

Toluol-Scintillator gemessen- . Die Scintillations losung ent- 
hielt pro Liter: SO ml Licpiif luor , 400 ml Triton X-100 Vs -^ 
und 550' ml Toluol p. a* « ^H-Thymidin-Liquidf luor , Triton 
X-100 ^wurden von der Fa* NEN-Chemicals / Dreieichenhain, 

15 BRD, bezogen- Die Ergebnisse wurden gegen die Kontrolle ver- 
glichen und die Hemmeffekte in % ausgedriickt <• 



Das Ergebnis ist in nachstehender Tabelle zusainmengef aBt: 



getestete Sub- 
stanz 



Farbung des frischen 
Bastes 



Inhibierung der H— 
Thymidin-Einbaurate 
(Mittelwert) 



20 a (mit Gerb- 
stof fen) 



b (weitgehend 
gerbstof f £xei) 



Methotxexat 



25 c (mit Gerb- 
stoffen) 



d (weitgehend 
gerbstof f frei) 

Methotrexat 



30 e (mit Gerb- 



gelbbraun 



gelbbraun 



ge lbbraun 



gelbbraun 



dunkelrot 



BNSDOCID: <WO 8201 130A1 J_> 



52,5 % 



59,3 % 



45 % 



81,2 % 



SO, 1 % 



73,3 % 



47 % 



c:- :?i 



WO 82/01130 



PCT/EP8 1/00159 



- 10 - 


getestete Sub— 
stanz 


Farbu'ng des frischen 
Bastes 


Inhibierung der H- 
Thymi d±n — E inb aur ate 
(Mittelwert) 


stoffen) 






f (weitgehend 
gerbs tof f f rei ) 


dunkelrot 


64,7 % 


Cr) 

Methotrexat ^ 




73,3 % 



Aus vorstehender Tabelle ergibt sich, daB die Einbau- 
hemmung der Extrakte aus Uncaria tomentosa (WILLD.) DC* 

10 mit gelbbrauner Bastfaxbung jeweils der von Methotrexat 
uberlegen waren und liber der von Extrakten aus Uncaria 
tomentosa (WTLr*D.) DC. mit dunkelroter Bastfarbung liegt. 
Letzteres beruht darin, daB Uncaria tomentosa mit dunkel- 
rot er Bastfarbung den Wirkstoff in geringerer Konzentra- 

15 - tion enthalt. Weiters ist daraus ersichtlich, daB die Wir- 
kung der erf indungsgemaBen Mittel nicht auf den Gerbstof- 
fen beruht, die, wie erwahnt , ebenfalls eine zufrieden- 
stellende Einbauhemmung bewirken, sondern daB der Wirkstoff 
in dem zumindest weitgehend gerbstcf f fireien Extrakt enthal- 

20 ten ist* 

4. Eine Reihe von Patienten wurden in der Dosierung von 
200 mg taglich oral in wasseriger Losung mit einem erf in- 
dungsgemaBen Mittel liber verschieden lange Zeitraume be- 
handelt, wobei die nomiale Therapie (Bestrahlungen, Zyto- 

25 statika) unverandert weitergefuhrt wurde. Es handelte sich 
um folgende Erkrankungen jeweils in einem sehr weit fort- 
geschrittenen Stadium: Melanom, Osteosarcoma Collumcarci- 
nora, Mammacarcinom, Hodgkin, Ery throleukamie - Xn alien Fal- 
len hat sich gezeigt, daB wahrend der Behandlung mit er- 

30 findungsgemaBem Fraparat Zytostatica wesentlich besser ver- 
tragen wurden. Teilweise konnte mit der Dosierung in die 
I-iohe gegangen wer den , iirjner waren die Erholungsphasen um 
wesentliches kurzer. Bei der Ery throleukamie konnte auf ^ 
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Bluttransfusionen iiber .lange Zeitraume iiberhaupt verzich- 
tet werden. 

Einige Werte des Melanom-Patienten zur Verdeutlichung 
Quantitative Immunglobulinbestimmung 

5 vor der Behandlung mit nach 8 Monaten 

erf indungsgemaBem Praparat 



IgG 1.280 mg% 2000 m< 3 % 

IgA 82 mg% 174 

IgM 186 mg% 288 m 9% 



10 Durchschnittliche Blutbefunde 

vor der Behandlung rait wahrend der Behandlung mit 

erf indungsgemaBem Praparat erf indungsgemaBem Praparat 



Leukozyten 3.060 4.350 
Thrombozyten 90.R00 92.300 
15 Hb 12,7 ' 13,5 



5. Wirkung' bei' gesunden Testpersonen 

Die Testgruppe bestand aus 7 Personen (6 mannlich, 1 
weiblich) . Verabreicht wurde ein erfindungsgemafles Prapa- 
rat in wasseriger Losungoral, 200 rag taglich am Morgen vor 
20 dem Friihstuck. Als Parameter wurden herangezogen: ICT, Ery 
Leuko, Thr. Hb, Hk, Sgot, Sgpt, Gamma-Gt, Cholinesterase , 
Alk. Phosphatase mU/ml Bill mg% , Neutralfett mg% , Harnsau- 
re, Kreatinin, Harnstoff, Kalium, Ca, Na, Chloride, GE. 



25 



Am subjektiven Befinden der Testpersonen hat sich wah 
rend des Behandlungszeitraumes konkret nichts geandert. Ei 
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nige Parameter. zeigten aber 
anderung : 

vor dem Test 



doch eine bemerkenswerte Ve 
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SGOT 



SGPT 



G-GT 



Mka- 
U- 

sche 
Phos- 
pha- 
te 



Ham— 

sau- 

re 



] 


*» 0 


.11 


-5 


1 Q 

1 y 


D 


-3 
J 




1 *7 
1 / 


>1 
41 


Q 
O 




c 


kein Wert 


1 8 


b 


6 


1 3 


"7 


1 1 


1 9 


1 


9 0 


7 


2 


33 


6 


J 


49 


3 


A 

4 


21 


1 1 


c 


kem Wert 


5 


O 


1 4 


I 2 


•7 


2-3 


1 1 


•4 
4 


0 J 


io 




/- 

DO 


30 




72 


1 8 


4 


1 4 


1 7 


c 
3 


kein Wert 


45 


6 


1 1 


4 


7 


62 


52 


1 


197 


22 


2 


120 


22 


3 


98 


29 


4 


76 


38 


5 


kein Wert 


kein 


6 


131 


9 


7 


87 


16 


1 


7,5 


6,5 


2 


8,2 


7,7 


3 


6,9 


5,3 


4 


6,4 


s,o 



WO 82/01130 



- 13 - 



PCT/EP8 1/00 159 



vor dem Test 



am Ende des Testes 



Harn- 
saure 



5 



5,3 
4,3 
7,0 



kein Wert 



7 



6 



3,8 - 
6,5 



5 V.' Inhaltsstof fe von Uncarla Arten 

1 • Amerikanische und afrikanische Dncaria-Arten sind in 
chemischer Hinsicht noch kaum untersucht worden. Im Hin- 
blick auf zu erwartende Inhaltsstof f e kann man sich daher 
nur an dem orientieren/ was iiber die sxidostasiatischen und 

10 indonesischen Uncaria-Arten bekannt ist. Auf jeden 'Fall ist 
mit den gleichen Stoffgruppen zu irechnen, viele Verbindun- 
gen werden anch identisch sein. Sicher ist aber auch die 
Moglichkeit gegeben, daB bei einzelnen S toff en betrachtli- 
che Unterschiede zwischen deri Arten der Alten und Neuen 

15 Welt bestehen. Als ein bekanntes .Beispiel dafiir darf in 
diesem Zusammenhang auf die unterschiedliche Wirkung der 
Indol-Alkaloide von altweltlichen und neuweltlichen Strych- 
nos -Arten hingewiesen werden. Fur einen Vergleich mit On— 
caria tomentosa (WILLD-) DC- sind zweifellos auch die von 

20 anderen Naucleae bzw. Naucleaceae bekannt gewordenen Stof- 
fe wichtig. In zweiter Linie werden auch bei Rubiaceae mehr 
oder weniger allgemein verbreitete Stoffgruppen wichtig 
sein. SchlieBlich sind die bei den verschiedenen Gentiana- 
les-Familien, insbesondere bei den Loganiaceae vorkommen- 

25 den Stof f klassen, zu berucksichtigen. 

Inhaltsstof fe der Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. 

Verschiedene Extraktionsverf ahren aus gemahlener Wur- 
zel und Wurzelrinde einer Uncaria tomentosa (WZLI-D.) DC. 
mit gelbbrauner Farbung des frischen Bastes ergaben nach 
30 Entfernung des Extrahens : 
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Wasserextrakt 7,7 Gew. % Trockensubstan2 (braunes f lack- 

artiges Produkt) 

£thanolextrakt . . * 8,5 Gew.% (wie oben) 

Chloroformextrakt 1 ,Q 6ew.% (gelbe Schmiere) 1 

5 Die nachstehenden Untersuchungen wurden grofiteils mit 

Tro ckens ubs tan z aus wasserigem oder alkoholischem Extrakt 
durchgefiihrt* 

•a) Gerbstoffe* Ausfallung durch Bleiacetat, Verfarbung 
durch Eisen-III-Chlorid. Bei einer orientierenden DC-Unter- 

lO suchungr bei der als FlieBmittel eine Mischung von 45 % 

Toluol, 45 % Ace ton und 10 % Araeisensaure eingesetzt wurde, 
kam es zu einer Auftrennung mehrerer Substanzen, jedoch war 
eine Identif izierung nicht moglich. Da eine Saurebehandlung 
(HC1) des Wasserextraktes eine Failung hervorruft, diirfte 

15 es sich hier um Catechingerbstof f e, also um hydro lisierbare 
Gerbstoffe, handeln- Weitere Dntersuchungen der Gerbstoffe 
wurden noch nicht vorgenommen (DC = Dunns chich t chroma to- 
graphie) . 

b) Alkaloide.: Konnten eindeutig nachgewiesen werden, sowohl 
20 cheinisch als auch mit Hilfe der DC. Es handelt sich- urn 

mehrere Alkaloide, die im DV-256 absorbieren- Ein Alkaloid 
zeigte im UV-366 blaue Fluoreszenz. Eine Identif izierung 
der Alkaloide war noch nicht inoglich. 

c) Saponine: Der Hamolyseversuch verlief negativ. Ein Vor- 
25 kommen von Saponinen kann jedoch nicht ausgeschlossen wer- 

den, well ja bekanntlich Gerbstoffe die oben angefuhrte 
Bestimmung s tor en. 

d) Unbekannte f luoreszierende Substanzen: Sowohl im Wasser- 
extrakt als auch im Alkoholextrakt konnten mehrere griin und 

30 blau f luoreszierende Verbindungen (UV-366) gefunden werden. 
Substanzen mit ahnlichem, diinns chich tchromatogr aphis chem 
Verhalten treten auch nach der Hvdrolvse das Was s ere^trak- 
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tes/ mit Salzsaure auf- Beim Behandeln mit Ammoniakdampf 
wurde bei diesen Substanzen keine Farbanderung beobachtet 
(Flavonoide daher unwahrscheinlich) . Es 1st moglich, daB 
es sich urn Phenylpropanderivate handelt Oder uiu Phenol— » 
5 sauren, Eine dieser Substanzen konnte isoliert warden, S±e 
z.eigt griine Fluoreszenz (UV-366) , hat einen Schmelzpunkt 
von 138°C (- 2°) und diirfte etwa in der Grofienordnung von 
G,1% vorhanden sein (Gew. % bezogen auf 1 kg Wursel) - 

lO e) Kohlehydrate : Im ffasserextrakt wurden geringe Mengen ei- 
nes Zuckers Cwahrscheinlich Glukose) gefunden. Nach der Hy- 
drolyse mit Salzsaure konnten im Hydrolysat groflere i-Iengen 
dieses Zuckers diinnschichtchromatographisch nachgewiesen 
warden. 

15 f) Weitere Substanzen; Nennenswerte Mengen von Starke, Pet- 
ten, fetten olen, atherischen Olen und Antrhachinonderi- 
vaten konnen nach mikrochemischen Untersuchungen nicht aus- 
ges Chios sen werden* 

Wie sich auch aus der Tabelle auf den Seiten 9 und 10 

20 ergibt, sind weitgehend gerbstof f freie Extrakte in der Ein- 
bauhemmung. den Gesamtextrakten zumindest gleichwertig / in 
zwei Beispielen (b und f) sogar wesentlich iiberlegen. Zvoc 
zurnindest weitgehenden Entfernung der Gerbstof fe, die auf 
Grand ihrer Nebenwirkungen die Dosierung des Wirkstoffes 

25 bei der Applikation von Ge s aia text rak ten beschranken, wird 
beispielsweise vorgeschlagen, daB die Telle der Uncaria 
tomentosa alkalis iert und anschlieBend mit einem organiscten 
Losungsmittel extrahiert werden. Im einzelnen wird dabei 
bevorzugt die fein gepulverte Droge mit 10 % NH^-Losung an— 

30 gefeuchtet und bei Raumtemperatur ca. 1 Stunde stehengelas- 
sen. Nach Zugabe von Xthylacetat (etwa 2 bis 3-fache Menge 
des Gewichtes der eingesetzten Droge) wird in einem Erlen- 
meyer-Kolben eine halbe Stunde am Sorvallmixer extrahiert 
und anschlieBend dekantiert. Der Drogenriickstand wird mit 

35 Athy lace tat gewaschen und nochmals dear gleichen Behandlung 
unterzogen. ^^T^ 
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AnschlieBend bleibt der Rucks tand noch eine Woche in Jithyl- 
acetat-Losung bei 12°C stehen. Das Filtrat ist noch schwach 
alkaloidhaltig. Es zeigt das gleiche Alkaloidmuster wie die 
Sorvallextraktionen * Die drei so erhaltenen Filtrate werden 
5 vereinigt- Zur Anreicherung des Wirkstoffes werden die Fil- 
trate im Vakuum zu eineia zahf lussigen br.aunen Konzentrat 
eingeengt. Die Ausbeute an Rohextrakten betragt etwa 6 Gew.% 
der eingesetzten Drogenmenge * 

Nach einem weiteren er f indungs gemaBen Vorschlag wird 
10 zur zumindest weitgehenden Entfernung der Gerbstoffe ein 
fiir den Organismus unbedenklicher Spaltpilz eingesetzt, 
mit dessen Hilfe bereits die Telle der Uncaria tomentosa 
selbst Oder deren wasseriger Extrakt einer fennentativen 
Umwandlung unterzogen wird, die zumindest den groBten Teil 

15 der enthaltenen Gerbstoffe im ersten Fall unlosbar macht 
. und im zweiten Fall die Gerbstoffe aus dem Extrakt ausfallt. 
Vorzugsweise handelt es sich bei deia Spaltpilz um einen Ver- 
treter der Gattung Trichodexma, der der Gruppe der imper- 
fekten Ascomyceten angehort und alle Eigenschaf ten eines 

20 Schimmelpilzes aufweist- Er ist aerob, tiirkis-blau und hat 
eine im wesentlichen flachige Ausbreitung. Das Wachstum des 
Spaltpilzes ist gut, unter den klimatischen. Bedingungen Mit- 
tel- bzw. Sudamerikas slnd die ausgegrabenen Wurzeln der -. 
Uncaria tomentosa (WII/LD . ) DC* in friihestens 2 Tagen durch- 

25 schimmelt. Bei Wirkstoffen, die aus mit vom Spaltpilz be- 
siedelten Wurzeln der. Uncaria tomentosa gewonnen wurden, 
konntei dunnschichtchromatogr aphis ch einer seits nur mehr ge- 
ringe Spur en von Gerbstoffeiv und andererseits im UV-366 eine 
neue grxin f lucres zierende Substanz festgestellt werden, die 

30 anstelle einer der oben unter V, 2. d., beschriebenen, blau 
f lucres zierenden Substanzen getreten war. 

Die fermentative Umv/andlung erfolgt vorzugsweise in 
saurera Milieu, etwa bei pH3 / der z. B. durch die Zugabe von 
verdiinnter Zitronensaure erreicht werden kann, 

35 Ein weiterer erf indungsgemaBer Vorschlag zui: zumindest- • 
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weitgehenden Entfernung der Gerbstoffe besteht darin, daS 
die Teile der Uncaria tomentosa bei einer Temperatur, die 
knapp unter der Verkohlungstemperatur des Holzes liegt, 
vollstandig getrocknet und anschlieBend flussig extrahiert 
werden. Dabei gehen die Gerbstoffe nicht mehr in Losung. 

Vorzugsweise erfolgt die Trocknung bei. 130° - 1 SO°C 
wahrend eines Zeitraumes von etwa 45 Minuten. 

Der den Wirkstoff enthaltende Extrakt wird gegebenen- 
falls nach Anreicherung durch Konzentration oder Gefrier- 
trocknung und Wiederlosung in einer physiologisch vertrag- 
lichen Flussigkeit, wie Wasser, zu gut vertrag "Lichen *xz- 
neimitteln verarbeitet, die eine ausgezeichnete zytostati- 
sche, kontrazeptive und antiinf lammatorische Wirkung auf- 
weisen. 
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Patentanspruche 

1 * Mittel zur Beeinf lussung lebender Zellen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es einen Wirkstoff enthalt, der ( 

a) belspielsweise aus einem zumindest weitgehend gerbstoff- 
5 freien Extrakt der Dncaria tomentosa (T*7II*LD*) DC- aus der 

Ordnung der Gentianales , mit gelbbrauner Farbung des fr±- 
schen Bastes, die im politischen Bezirk Chaiichamayo , Peru, 
vorkommt/ erhaltlich 1st, und der 

b) im 3 H— Thymidineinbautest in As cites -Sarkomzellen der 
10 Maus nach Weitzel. et al eine E inb auhemmung des ^H-Thymi- 

dins bewirkt, die zumindest halb so groS ist wie die Ein- 
b auhemmung durch Methotrexat®. 

2. Verfahren zur Herstellung. eines Mittels nach Anspruch 1 r 
dadurch gekennzeichnet, daB zumindest Telle , insbesondere 

.15 Wurzelteile f einer Uncaria tomentosa (V7ILLD.) DC. flussig 
extrahiert und von den Gerbstoff en weitgehend befreit wer- 
den, worauf der den Wirkstoff enthaltende Extrakt in eine 
physiologisch unbedenkliche Form gebracht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2% dadurch gekennzeichnet / daB 
20 zumindest die resorbierbaren Gerbstoff e so weit reduziert* 

werden , daB einerseits ihre Aktivitat physiologisch unbe— 
denklich ist/ andererseits sie jedoch noch eine allfalli- 
ge Funktion als Trager- und /o der Schutzsubstanz erfullen 
konnen • 

25 4* Verfahren nach Anspruch 2, dadurch -gekennzeichnet, daB 
zur Zuinindest weitgehenden Entfernung der Gerbstoffe die 
Telle der Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. alkalisiert und 
anschlieBend mit einem organischen Losungsmittel/ bel- 
spielsweise Xthy lace tat , extrahiert werden. 
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5. verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
zur zumindest weitgehenden Entfernung der Gerbstoffe die 
Telle der Uncaria toraentosa (WILLD.) DC. alkoholisch extra- 
hiert werden, worauf der Extrakt mit Bleiacetatlosung ver- 

5 setzt und der entstehende Niederschlag entfernt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Teile der Oncaria tomentosa (WILLD.) DC. wasserig ex- 
trahiert und der Extrakt zur zumindest weitgehenden Ent- 
fernung der Gerbstoffe mit Hilfe eines Spaltpilzes einer 

to fermentativen Umwandlung unterzogen werden, worauf der ent- 
stehende Niederschlag entfernt wird. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Mittels nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB zumindest Telle, insbesondere 
Wurzelteile, einer Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. zur zu- 

T5 mindest weitgehenden Entfernung der Gerbstoffe mit Hilfe 

eines Spaltpilzes einer f ermentativen Umwandlung unterzogen 
und anschlieSend fliissig extrahiert werden, worauf der den 
Wirkstoff enthaltende Extrakt in eine physiologisch unbe- 
denkliche Form gebracht wird. 

20 8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die fermentative Umwandlung in saurem Milieu, vorzugs- 
weise bei einem pH-Wert zwischen 2 und 5, erfolgt - 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die fermentative Umwandlung in Anwesenheit von verdunnter 

25 Zitronensaure erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 6-9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Spaltpilz ein Vertreter der Gattung 
Trichoderma aus der Gruppe der imperfekten As corny ce ten ver- 
wendet wird. 

30 11 . Verfahren zur Herstellung eines Mittels nach Anspruch 1 / 
dadurch gekennzeichnet, daB zumindest Teile, insbesondere 

OMPI 
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Wurzelteile einer Dncaria tomentosa (WIL3LD.) DC, zur zu- 
mindest weitgehenden Entfernung der Gerbstoffe bei einer 
Temperatur, die kanpp unter der Verkohlungstemperatur des 
Holzes liegt, getrocknet und anschlieBend fliissig extra- 
5 hiert werderi, worauf der den Wirkstoff enthaltende Extrakt 
in eine physiologisch unbedenkliche Form gebracht wird* 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Trocknung bei 130 - 150 Grad C wahrend eines Zeitraumes 
von etwa 45 Minuten erfolgt. 

TO 13. Verfahren nach einem der Anspriiche 2-11, dadurch ge- 
kennzeichnet,- daB der von den Gerbstoffen weitgehend be- 
freite Extrakt. zur Anreicherung des Wirkstoffes konzen- 
trierfc, vorzugsweise eingetrocknet und vorzugsweise im 
Extrahens wieder gelost wird* 

.15 1 4 - Verfahren nach einem der Anspriiche 2-13, dadurch ge^ 
kennzeichnet, daB der den Wirkstoff enthaltende Extrakt 
gefriergetrocknet und die Trockensubstanz in einer physio- 
logischen Flussigkeit, beispielsweise Wasser, gelost wird. 

15. Nach dem Verfahren nach Anspruch 2 r 7 und TO herge- 

20 stelltes Mittel, dadurch gekennzeichnet, daB es aus Wurzel- 
teilen einer Dncaria tomentosa (WILLD.) DC, mit. dunkelroter 
Bastfarbung gewonnen ist. 

16. Nach dem Verfahren nach Anspruch 2, 7 oder 10 herge- 
stelltes Mittel, dadurch gekennzeichnet , daB es aus Wurzel- 

25 teilen einer Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. mit gelbbrauner 
Bastfarbung gewonnen ist. 

17. Verwendung des Mittels nach einem der Anspriiche 1 - 16 
als Zytostatikum. 

18. Verwendung des Mittels nach einem der Anspriiche 1-16 
30 als Kcntrazepfcivum. 
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19." Verwendung des Mittels nach einem der Anspriiche 1-16 
zur Entzundungshemmung . 

i 
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Satr. Ampruch Nr. I s 




Chemical Abstracts, Band. 82 r Nuinner 21, 
26. Mai 1975, Columbus, Ohio (US) 
S . R . Hemingway et al . : "Alkaloids 
from S.American species of Uncaria 
(Rubiaceae) "siehe* Seite 274 , 
Zusammenf assung 135680k, J.Fharm. 
Pharmacol. 1974, 26.Supp.113P 

DE, B, 1184897, verof f entlicht am 7- Ja- 
nuar 1965, siehe die Patentanspriiche, 
Meiji Seika Kaisha Ltd. 

/ 


1-16 
1-16 


1 


+■ B«onoora Anen von anov^abonan Verctf •rrdichunjBnr * 5 

" A" Vcroff entltchung. dia dan altgamainan Stand dar T** Varoflantiichung, cfia vor dam Anmtldadaium, abnr 
Tachnik drfiniart am odar nacn dam baanspruchtan Prioriuxw^atum 
t** f ruhera VaroftcnTlichung, dia am am odar nach dam arxchUnwri in 

AnmaidadaTum arachtanan in T~ Spitara Vcrfiff a ml Jehu ng dia am odar nach dam 
"X" VaroffenTtichuno, dia aux andaren aU dan be! dan ubrigan Anm«ldod*rum aracnt«n«n ire und mit dar Anmaldung 

^ Antn panonntan Grundan anpeoaban 1st niehT kollidian. sondern nur zum Vtrrcindn/f d*i 
"0"" Var6*femfichung # dia «ich auf etna muodftcSa Off an be rung, dar Erfinduno xuorundvliaoandan Prinztpt o<dar dar 
•ina Banuczung, atna Ausmllung odar •ndara MaOnahman ihr xucrundafUoanban Thaoria anc*xj«b«n wurda 
baziaht ^^Varorttnfcichung von bcaondarar feadeutung 


1 


V. 8ESCHEINIGUNG | 


i 
1 


Daium da* tatxaenfichan Abachfusai dar Imams rionalan 
Racharcha^ 

• 1 1 • Januar 1982 ' * • 


Ab*andacatum dac in tarnation a Ian Racharcftan&ai ich»^ 

/ ]18. Januar 1982 

1 fj 


1 


ntamationala Racrwrcftanbaborda^ 

EUROPAlSCHES PATENTAMT 


//ttmarachrift ©>» bavoHmaehtigran Badi antral an 

)\t J^^j G.L.M. Ki-uydenberg 
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FORTSETZUNG DER ANGABEN VOM ZWEITEN BLATT 



M3 HEMERKUNGEN ZU OEN ANSPROCHEN. OISSICH ALS NICHT RECHERCHIERBAR ERW1ESEN HA8EN '0 



D««s*r wuernaxionale aecherchenbericht oeht gemaS Artikci 17 Absatz 2 Buehrabe a aus fclgendeo Gruodan auf einige 
Anspruche ntcftx ein: 

T.. H Anssrucht Nr. JLlJ=J9*«iI sw sich auf Gecnete beziehen, in bezug auf die dien Behorde nicht zur Ourchfuhrung 
einer Rec her cn* vrrpf lichtet ist r namlich 



Verfahren :ur chirurgischen oder therapeutischen Behandlung 
- des menschlichen oder tierischen Korpers sowie Diagnosti- 

Z. Q Ansoruehe Nr well sich auf Teiie der international en AnrneWung beit«h«5^S?rn^«5^5feStSnin 

Anforderungen jo wenig entsprechen, daG eine jinrtvoll* Recherche nicht durchgefuhrt waraan kann 131 . insbesondere 



VI. LJ SEMERKUNGSN BE! MANGELNOER ElNHEfTLlCHKEIT DER ERFINDUNG 11) 



OU Int»rn«tion»i» Recherchenbehorda hat fertoesrellt. dafl dies* irrcernationale Amneldung mihm Erf indungen ent halt: 

~ ^ P* der Anmeider alle erf order lichen rusatzlichen Recherchengebuhren rechtiefiig entrichtet hat. ernreckt sich dieser 
Internationale Recherchenbericht auf site rec t i cr ch icrbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 

r. □ Da der Anmeider nur einige der erforderfichen zusatzlichen ftecheixhengebuhren rechtzeixig entrichtet hat errrrecici 
sich dieser Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationalen Anmeldung, fur die" Gabiihren 
gezahtt word en sind.also auf die foigencten Anspruche: 



LJ Der Anmeider hat die erforderlicben xu at* lichen Recherchengebuhren nicht rechtzeaig entrichtet. Oieser interna- 
ttonale Recherchenbericht beschrinkt sich da her auf die zuer* in den Ansoruchen erwahnte Erf indung- lie :st in 
folgenden An sprue hen erf a fit: 

Semerkung htnsichtlich eines Widerspruchs 

D Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahlt. 
Zahtung zusatzticher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formoiau FCT/IS A/210 <=rganzunc*booen 2) (Oktober 1977) 
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